Culture in vitro. Illustration de quelques recherches by CIRAD-BIOTROP - FRA
ILLUSTRATION 
DE QUELQUES RECHERCHES 
CULTURE IN VITRO 
LABORATOIRE 8/0TROP-GEROAT 
JANVIER 1997 
Pourfaire connaitre leurs activités, les équipes de recherche du CIRAD disposent de deux 
possibilités: les documents d'informationgénrale (Images de la recherche, rapportsd'activités 
des Départements etc ... ) et les pubücations scientifiques dans des revues inernationales La 
première voie, compte tenu du champ très vaste des actions entreprises au CIRAD, ne permet
pas d'entrer dans les détails des sujets e,ipvsés. La seconde conceme surtout des résultats 
particuliers concluant une étude et ne .iJit apparaitreof la diversité des thèmes abordés ni des 
résultats novateurs mais incomplets . Pour pallier ces lacunes, il a semblé utile de rédiger le 
présent document, rapportplus spécifique sur les activités conjointes de la culture in vitro et de 
l'histo-cytologie du CJRAD-Montpellier, disciplines qui évoluent depuis quelques années déjà
vers une complémentarité de plus enplus forte.
Situé à une charnière, ce document laisse apparaître certaines ambiguïtés. Il est loin d'être 
exhaustif et o 'a pas la prétention de couvrir l'ensemble dt:5 activités conduites par le CIRAD
dans les domaines de la culture in vitro. Ainsi, pour faciliter la rédaction de cette premiere 
édition, seuls ont été pris eu compte les résultats obtenus dans les laboratoiresdu CJRAD et 
de la filiale de recherche S.MH (Société de Microbouturage de l'Hévéa) àMontpellier. Il sera
certainement important, dans le futur de montrer une image plus complète du champ 
d'activités, et donc d'intégrer les tmvaux réalisés dans d'autres localisations. .Dans cette 
évolution, oo essaiera de conserver a ce document une certaine spontanéité et d'éviter un 
alourdissement dans la forme et dans le fond 11 est en effet nécessaire, d'unepartde ne pas 
concurrencer des publications scientifiques qu 'ilnous faut au contraireécrire plus nombreuses, 
et d'autre partde dériver vers un document de plus eu plus sophistiqué qui deviendrait trop 
dispendieux eu temps. 
Dans le présent rapport,les informationsgénérales sont décrites brièvement dans une premiere 
partie. La seconde traite, en détail de quelques travauxet résultats ponctuels choisis pour leur 
représentativité des divers champs d'application. 
Ce document a pu être réalisé graceau soutien de la MICAP. 
Evolution récente des laboratoires de culture in vitro et histo-cytologie 
L'activité des laboratoires s'est encore accrue en 1990, mais toutes les demandes de collaboration ne peuvent toujours pas 
être satisfaites. 
Cette année a été dominée par le développement de recherches axées sur la mise au point des techniques in vitro 
indispensables à tout essai de transformation génétique. Cette nouvelle orientation a pu prendre son essor dans le cadre 
d'une A TP CIRAD qui couvre les différents aspects de l'embryogenèse somatique en milieu liquide en vue soit de ces 
travaux de génie génétique (bananier, caféier, riz), soit d'une multiplication conforme (hévéa, palmier à huile). Une salle 
de repiquage supplémentaire offrant trois postes de travail et tout l'équipement nécessaire, (microscope inversé, 
centrifugeuse ... ) a été spécialement aménagée à cet effet. 
La mise au point du système original de culture en milieu liquide par immersion temporaire suivant un procédé à 
automatisme simple est activement poursuivie. Après les premiers succès sur la micropropagation des bananiers, des 
résultats prometteurs ont été acquis sur hévéa -microbouturage et embryogenèse somatique- et cacaoyer. 
L 'histo-cytologie est désormais un complément indispensable de la culture in vitro et intervient à chaque étape. En plus 
de son rôle descriptif, elle s 'efforce d'être prévisionnelle des évolutions jugées favorables ou non. Cette intégration se 
traduit dans les faits par des échanges constants entre ces deux disciplines et leurs apports mutuels sont certainement 
responsables en grande partie des progrès obtenus. 
Les approches physiologiques des phénomènes provoqués ou recherchés prennent de plus en plus d'ampleur et les 
collaborations sur ce thème avec d'autres services du CIRAD deviennent routinières. 
Les activités orientées sur les échanges internationaux et les banques de gènes in vitro se poursuivent sur l'ananas, le 
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ACTIONS DE RECHERCHE 




Etudes physiologiques Bananier -
Hévéa 
Milieu liquide Bananier Hévéa 
Immersion temporaire Cacaoyer 
Hévéa 
Embryogenèse somatique Cacaoyer Bananier 
Milieu liquide Hévéa Caféier 




Microbouturage Canne à sucre 
et prolifération Grenadille -
de méristèmes Hévéa 
Papayer 
Conformité et variants Bananier -
Haplométhodes - Riz 
Sorgho 
Collection in vitro - Ananas 
Echanges internationaux Bananier 
Canne à sucre 
Cryoconservation - Canne à sucre 
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PREMIERS RESULTATS SUR L'EMBRYOGENESE SOMATIQUE 
CHEZ CARICA PAPA YA 
Sophie MONMARSON, Nicole MICHAUX-FERRIERE, Claude TEISSON 
création variétale par voie 
sexuée chez le papayer demande un 
délai important et ne peut qu'aboutir à 
des lignées imparfaitement fixées. La 
fréquence élevée des replantations 
nécessaires par semis entraine une 
lente mais notable dérive génétique. 
La multiplication végétative par 
embryogenèse somatique présente un 
grand intérêt tant pour la fixation 
d'hybrides qu'éventuellement pour 
l'obtention de plantes transgéniques. 
L'embryogenèse somatique est réali-
sée à partir d'explants (épicotyles, 
tiges, pétioles) prélevés sur des plantu-
les in vitro de la variété Solo. 
La 1ère phase de culture de 1 à 2 mois 
a lieu sur un milieu contenant du 2.4D 
(9.I0-6M). Dès le 5ème jour de 
culture un cal est observable. De 
couleur blanc crème, il est friable et 
prolifère rapidement. L'étude histocy-
tologique montre que le cal provient 
de la multiplication des cellules péri-
vasculaires pour le pétiole ou de celle 
des cellules de la zone corticale 
intemc pour l'épicotylc et la tige.Ces 
cellules se recloisonnent, acquièrent 
des caractéristiques méristématiques 
puis s'isolent les unes des autres. 
Les structures embryonnaires se met-
tent en place pendant une 2ème phase 
de culture (photos I et 2) dont la 
meilleure séquence a été la suivante : 
milieu de callogenèse appauvri en 2,4 
D (9.10- 8M) et enrichi en kinétine 
( 1.1 O·ùM) pendant 1 mois puis repi-
quage sur même milieu mais avec 
ABA (5.10· 7M). Après deux mois, on 
ohservc 38 % de cals embryogènes 
pour le pétiole, 47 % pour l'épicotyle 
et 55 % pour les tigcs.L' ABA est 
déterminant : sans lui, seuls 3 % des 
cals obtenus sont embryogènes. 
L'évolution de ces cals conduit à 
l'observation de grandes cellules plus 
ou moins allongées, isolées, différen-
ciées et riches en réserves amylacées. 
Dans les cals embryogènes, certaines 
cellules se réactivent et se recloison-
nent dom1ant naissance à des proem-
bryons globulaires (photos 3 et 4). 
En présence d'ABA le nombre de 
cellules capables de se dédifférencier 
et d'évoluer en proembryons est forte-
ment augmenté. Les cals peuvent être 
qualifiés de "cals haute fréquence" en 
référence à ceux de Coffea arabica 
(SONDAHL et SHARP, 1977) 
(photo 5). Maintenus sur milieu enri-
chi en ABA, ils fournissent régulière-
ment depuis plus de 10 mois de 
nombreux embryons morphologique-
ment et histologiquement conformes 
(photo 6). Leur pourcentage de germi-
nation est pourtant insuffisant et doit 
être amélioré. 
L'importance de l'ABA dans l'induc-
tion de cals embryogènes à haute 
fréquence puis dans l'entretien de la 
potentialité embryogène mérite d'être 
soulignée. L 'ABA n'est souvent utilisé 
au cours de l'embryogenèse somatique 
que pour réguler la morphogénèse des 
structures ohtenues ou obtenir une 
différenciation plus précoce des 
embryons (RANGASWAMY, 1986 ; 
NAD EL et al, 1989). 
NADEL B.L., ALTMAN A., ZIV M.,1989. Régulation of somatic 
embryogenesis in celery cell suspensions. I. Promoting effects of mannitol on 
somatic embryo development. Plant Cell, Tissue Org. Cul. 18, p. 181-189. 
RANGASWAMY N.S., 1986. Somatic embryogenesis in angiospenn cell 
tissue and organ cultures. Proc. lndian Acad. Sei. (Plant Sei.) 96 (4): 247-271. 
SONDAHL M.R., SHARP W.R., 1977. High frequency induction ot 
somatic embryos in cultured leaf explants of Coffea arabica L. Z. fiir 
Pflanzenphysio. 81 : 395-408. 
Liste des photographies
Photo l. Cal embryogène (Cal E) et mise en place d'embryons globulaires (E). 
X 40. 
Photo 2. Cal cmbryogènc (Cal E) et embryons à différents stades de 
développement (E). x 40. 
Photo 3. Aspect histocytologique des différentes structures cellulaires du cal 
friable. Cellules embryogènes (CE). x 250. 
Photo 4. Aspect histocytologique de proembryons globulaires (PE). x 250. 
Photos 5 et 6. Aspect morphologique et histocytologique (6) de cal haute 
fréquence avec A BA. x 25 et x 100. 
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micropropagation du bananier 
plantain (AAB) ne pcm1et pas d'obte-
nir des résultats aussi satisfaisants que 
celle des bananiers Cavendish (AAA) 
en culture in vitro (WONG, 1986). A 
ce sujet, nous avons comparé les 
réactions respectives de ces deux 
groupes de bananiers après décapita-
tion du méristème terminal. Cette 
technique est souvent employée chez 
de nombreuses espèces pour induire 
une prolifération de bourgeons. 
Les plants (Cv. Petite Naine et Poyo 
pour le sous-groupe des Cavendish et 
Cv. Orishele et M'Bouroukou pour le 
sous-groupe des plantains) sont culti-
vés sur un milieu de base (MS) 
enrichi de 2 mg/1 de BAP pour 
induire le bourgeonnement. Hom1is la 
reprise d'activité du méristème tem1i-
11al due à son ablation insuffisante, 
deux types de réaction sont observés. 
l. Bourgeonnent en couronne 
7 jours après décapitation, de nom-
breux bourgeons apparaissent "en 
couronne" (photo 1) dans un même 
plan horizontal correspondant à la base
d'une gaine foliaire. Avec 10 à 20 
jours de décalage, peuvent apparaître 
une 2ème et même une 3ème zone de 
bourgeonnement correspondant aux 
gaines foliaires immédiatemment plus 
âgées et donc plus basses. Cc bour-
geonnement est purement adventif, car 
issu de la réactivation des cellules 
périvasculaires des faisceaux les plus 
externes de la zone corticale (photo 3) 
alors qu'au moment de la décapitation, 
il n'existe aucun amas méristématique 
latent à l'aisselle des feuilles. 
2. Absence de réction et nécrose
de l'explant
Aucun signe d'activité méristématique
n'est décelé. Les tissus superficiels de 
l'expiant se nécrosent(photo 2). Ce 
dernier n'évolue pas dans les délais de 
l'expérimentation mais ne semble pas 
obligatoirement mort. La répartition 
des 2 types de réaction selon les 
cultivars est représentée sur la figure ci 
dessous. 
Alors que les plantains s'avèrent inca-
pables de survivre à la décapitation, les 
bananiers Cavendish présentent un fort 
potentiel de réactivation. Ils mettent en 
place très rapidement de nombreux 
bourgeons adventifs et survivent donc 
ainsi au traumatisme causé par la 
décapitation. Cc mode de bourgeonne-
ment est différent de celui observé au 
chan1p : bourgeon unique par aisselle 
foliaire et en positionnement régi par 
la phyllotaxie du bananier mais semble 
corroborer les conclusions de BAR-
KER et STEWART (1962) qui quali-
fient d'adventif le bourgeonnement, 
même in vivo, du bananier. 







BARKER W.G., STEWARD F.C., 1962. Growth and dévelopment of the 
banana plant. I. The growing regions of the vegetative shoot. Annals of
Botany 26: 390-428. 
WONG W.C., 1986. ln vitro propagation of banana (Musa spp.) : 
initiation, prolifcration and development of shoot-tip cultures on defmed media. 
Plant Cell, Tissue and Org. Cult. 6 : 159-166. 

. . 
EMBRYOGENESE SOMA TIQUE DU BANANIER MUSA ACUMINATA
. 
L'amélioration génétique du Bana-
nier est devenue une nécessité de plus 
en plus urgente en raison de l'appari-
tion de nouvelles races de pathogènes. 
Le schéma actuel d'amélioration des 
Plantains et des Bananes dessert 
(BAKRY et HORRY, 1990) propose 
d'améliorer des bananiers diploïdes 
M ACUMINATAsélectionnés pour leur 
caractères agronomiques ou leur résis-
tance aux diverses menaces parasitai-
res et de les utiliser pour la production 
ultérieure de bananiers triploïdes. 
Les cultures de cellules offrent 
d'importantes possibilités pour les 
manipulations génétiques (mutagenèse, 
génie génétique, fusion de protoplas-
tcs .. ). L'obtention de jeunes plantes à 
partir de cultures cellulaires permet-
trait d'intégrer ces nouvelles techni-
ques au programme d'amélioration. 
Les suspensions cellulaires étant 
d'autant moins difficiles à obtenir 
qu'elles sont issues de cals embryogè-
nes ou d'embryons somatiques, nous 
nous sommes apppuyés sur les résul-
tats obtenus par ESCALANT (1987) à 
partir d'embryons zygotiques immatu-
res pour nos premières expériences. 
Deux résultats particulièrement inté-
ressants ont été récemment acquis. 
1 L'obtention de jeunes plantes à 
partir d'amas cellulaires (10 à 20 
cellules). Dans cette expérience des 
embryons immatures de M aciminata
Pa agés de 50 jours après !'anthèse ont 
été mis directement en milieu liquide. 
La caHogenèse induite par le Picloram 
s'est déroulée parallèlement à un 
important développement des 
embryons. Après 90 jours de culture, 
les cals formés prennent un aspect 
nodulaire et commencent à libérer 
quelques cellules. Après 6 mois, tou-
jours dans les mêmes conditions, des 
cellules embryogènes présentes dans le 
milieu s'organisent en proembryons 
(Photo 1). Ceux-ci s'épidermisent et 
augmentent de volume jusqu'à devenir 
des embryons somatiques (Photo 2) 
qui ont évolué en jeunes plantes au 
8ième mois de culture (Photo 3). Ce 
résultat prometteur peut être cependant 
considéré comme trop long à obtenir 
pour pouvoir être facilement utilisable, 
de plus seulement 10 à 15% des 
embryons ont développé des plantes. 
2. L'obtention rapide de cellules 
embryogènes et de proembryons. 
L'étude histologique d'embryons de 
M aciminata Calcutta 4 agés de 70 
jours après !'anthèse a permis de 
mettre en évidence la mise en place de 
proembryons (Photos 4 et 5) dans 
l'haustorium dés le 7ième jour de 
culture. 
Ce résultat peut être rapproché de 
ceux obtenus avec les céréales 
(V ASIL et al., 1985 ; JONES et 
ROST, 1989) présentant une embryo-
genèse performante chez lesquelles le 
cal embryogène issu du scutellum 
permet d'initier des suspensions cellu-
laires régénérant des plantules via une 
phase d 'embryogènese somatique. 
Cette voie, parait plus intéressante car 
facilement reproductible et permet 
d'envisager l'obtention rapide de sus-
pensions. 
Cependant, le développement des 
proembryons et l'établissement de sus-
pensions n'ont pu être obtenus pour 
l'instant. Actuellement, on cherche à 
isoler les proembryons par digestion 
enzymatique pour exploiter la forte 
réactivité de l'haustorium. 
BAKRY F., HORRY J.P., 1990. L'amélioration génétique des bananiers à
l'IRFA/CIRAD. FRUITS N° spécial 1990: 25-40. 
ESCALANT J. V., 1987. Les bananiers diploïdes en culture in vitro ( 
acuminata et M. balbisiana) : étude du comportement et recherche de variabilité. 
èse de doctorat, Université des Sciences et Techniques du Languedoc, 
ontpellier, 174 p. 
ROST T. L., 1989. The developmental anatomy an 
ltrastructure of somatic embryos from rice ( Oryza sativa L.) scutellu 
epithelial cells. Bot. Gaz. 150: 41-49. 
+ V ASil... V., LU C., V ASIL 1. K., 1985. Histology of somatic 
embryogenesis in cultured immature embryos of maize (Zea mays L.). 
otoplasma 127: 1-8. 
Légendes des photographies
Photo 1. Cellules embryogènes et proembryons. x 400. 
Photo 2. Embryon somatique bipolaire. PA : Pôle apical, PR : Pôle racinaire. 
x120. 
Photo 3. Bananier issu d'embryon somatique; x 50. 
Photos 4 et 5. Recloisonnements dans l'haustorium d'embryon zygotique après 
7 jours de culture. Les caractéristiques embryogènes sont : de gros nucléoles, de 
petits grains d'amidon et une paroi cellulaire épaisse. x 400. 
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EFFET D'UN APPORT de C02 IN VITRO SUR LE DEVELOPPEMENT
. . ) .. ': .. .. 
DES PLANTS DE BANANIERS IN VITRO PUIS IN VIVO 
.. . ' ' ,.·, . . . · .. ,. ·' . ' 
Luis NA VARRO-MASTACHE François COTE,
• 
de vitroplants de 
bananier connait un essor remarquable 
depuis quelques années Par rapport au 
rejet, matériel classique de plantation. 
le principal avantage du bananier issu 
de culture in vitro, est sa très bonne 
qualité sanitaire : l'emploi de vitro-
plants sur un sol assaini de nématodes 
par une jachère permet d'annuler pour 
plusieurs récoltes les traitements 
nématicides habituellement pratiqués. 
La mise au point des techniques de 
micropropagation du bananier a fait 
l'objet de nombreuses études (pour 
revue, voir VUYLSTEKE, 1989) por-
tant surtout sur la composition du 
milieu de culture et le type d' expiant. 
Un des thèmes de recherche du labo-
ratoire est de déterminer l'influence 
des conditions bioclimatiques in vitro 
sur le développement des plants 
(NAVARRO, 1990). Cet exposé pré-
sente l'effet d'un apport de C02 au 
cours de la micropropagation sur la 
croissance des plants in vitro, puis in 
vivo. en phase d'acclimatation.La 
croissance de plants placés dans les 
conditions standard de production 
(boîte de Pétri, échange passif entre 
l'atmosphère de culture et l'air exté-
rieur, intensité lumineuse de 
50 a été comparée à 
celle de plants bénéficiant d'un apport 
de C02 à 0,034 % , 0,24 % et 4 % 
(balayage continu d'air), placés en habituelle de croissance (fig. 1). 
flacons de 0,8 l, sous une intensité Après 30 jours de culture, la masse de 
lumineuse de 380 micro Les matière sèche moyenne des plants du 
3 niveaux de C02 correspondent res- traitement à 4 % de C02 est supé-
pectivement : à la concentration rieure à celle des plants placés à 0,24 
atmosphérique naturelle, à celle qui est et 0,034 % de C02. L'évolution de la 
saturante pour l'activité RuBP-case et surface foliaire des plants des 4 
à une concentration fréquemment traitements est proportionnelle à celle 
observée in vitro en conteneur clos de leur accumulation de masse de 
(NA V ARRO et al, 1990). matière sèche. 
Effet d'un apport de C02 sur le 
déYclilppement in vitro des plants 
Les plant<; bénéficiant in vitro d'un 
apport de C02 et d'une intensité 
lumineuse élevée accumulent en 
30 jours de 2 à 5 fois plus de masse 
de matière sèche que ceux placés dans 
les conditions standard. Cette stimula-
tion de croissance correspond à une 
avance de développement d'environ 
15 jours sur les 30 que dure la phase 
Une fixation autotrophique de C02 
s'ajoutant à la fixation hétérotrophique 
de carbone du milieu de culture est 
l'origine probable de la stimulation de 
croissance obtenue. L'augmentation de 
photosynthèse de plants in vitro par un 
apport de C02 a été déjà signalée 
(MOUSSEAU, 1986 ; KOZAI et 
1W AN AMI, 1988). 
Deux autres facteurs peuvent égale-
ment jouer un rôle dans le meilleur 
développement des plants bénéficiant 
700 




















d'un apport de C02 : l 'élimination de 
l'éthylène produit par les plants grâce 
à la ventilation forcée ; la diminution 
des contraintes mécaniques dans le 
conteneur de 0,8 1 par rapport à celles 
subies dans une boîte de Pétri. La 
stimulation de croissance obtenue avec 
un enrichissement en C02 ne peut que 
partiellement être expliquée par une 
fixation autotrophique de carbone 
puisqu'elle se maintient au-delà des 
concentrations de C02 saturante pour 
l'activité RuBP-case (i.e. 0,24 % ). 
Chez le blé, GIFFORD (1985) 
l'attribuent en partie à la diminution 
de la respiration de la plante. 
Effet d'un apport de C02 in vitro 
sur le développement des plants en 
phase d'acclimatation in vivo
La croissance in vivo en phase d'accli-
matation des plants placés in vitro à 
différentes concentrations de C02 a 
été évaluée à partir de la surface de la 
dernière feuille émise. Ce paramètre 
est corrélé positivement avec la masse 
de matière sèche du plant. L 'augmen-
tation de surface foliaire a une allure 
sigmoïde (fig. 2a). Après 2 mois de 
culture, l'écart de développement, déjà 
présent in vitro, entre les plants du 
traitement témoin et ceux des traite-
ments avec apport de C02 est main-
tenu. 
Il n 'existe plus de différence signifi-
cative à la fin de la phase d 'acclimata-
tion entre les plants des 3 traitements 
avec apport de C02 in vitro. 
Au début de la phase d'acclimatation 
les plants obtenus après enrichisse-
ment en C02 (0,24 % et 4 % ) ont une 
faible croissance relative par rapport à 
celle des plants des autres traitements 
(fig. 2b).Il n'y a plus de différence de 
croissance relative entre les 4 traite-
ments lorsque la surface de la dernière 
feuille émise dépasse 60 à 80 cm2• La 
nécrose en phase d' acclimatation 
d'une partie des feuilles émises in 
vitro avec enrichissement en C02 et 
leur faible concentration en chloro-
phylle peuvent expliquer ces deux 
phénomènes. 
300 
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Pour conclure, en phase de développe-
ment in vitro du bananier, un apport 
de C02 et un renouvellement de 
l' atmosphère associé à une intensité 
lumineuse élevée favorisent la crois-
sance des plants. L'écart de dévelop-
pement in vitro entre les plants obte-
nus dans les conditions précédentes et 
ceux obtenus en conditions standards 
est maintenu in vivo. 
La suite du programme de recherche à 
deux principaux objectifs : 
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Figure 2b 
- Préciser de quelle façon et jusqu'à 
quel stade de développement les 
conditions de culture in vitro intluen-
cent in vivo les capacités photosynthé-
tiques, la régulation stomatique et 
l'émission racinaire des plants. 
- Déterminer les paramètres bioclima-
tiques permettant de réaliser la phase 
de croissance vitro dans des condi-
tions de nutrition carbonée autotrophi-
que strictes. 
GIFFORD R.M., LAMBERS H., MORISON J.I.L., 1985. Respiration of crop species under C02 enrichment. 
hysiol. Plant 351-356. 
T ., IW AN AMI Y., 1988. Effects of C02 enrichment and sucrose concentration under high photon fluxes o 
plant growth of carnation in tissue culture during the preparation stage. Japan Soc. Hort. Sei. 57: 279-288. 
MOUSSEAU M., 1986. Effect on autotrophic and heterotrophic cultures of Nicotania tabacum Photosynth. 
esearch 8 : 187-191. 
NAVARRO-MASTACHE L.C., 1990. Effet de l'intensité lumineuse, de l'aération et de l'enrichissement en C02 au 
ours de la micropropagation du bananier (Musa acuminata cv. Petite Naine) sur le développement des plants in vitro e 
phase d'acclimatation in vivo. Thèse de Doctorat INPT, Toulouse.120p. 
NAVARRO-MASTACHE L.C., TEISSON C., COTE F., 1990. Effects of light intensity and C02 levels on 
vitro and acclimatation growth of banana plantlets (Musa acuminata). Soumis à publication. 
VUYLSTEKE D.R .• 1989. Shoot-tip culture for the propagation, conservation and exchange of Musa germplasm. 
International Board for Plant Genetie Resources, Rome. ISBN 32-9043-140-7. 
Légendes des figures 
Figure 1. Effet de la concentration de C02 in vitro sur la croissance (masse de matière , sèche): de plants, de bananier in 
vitro Comparaison avec la croissance de plants obtenus en conditions standards de production. Chaque, point:, est la 
moyenne de la masse sèche de 24 plants. Les barres .verticales regroupent les moyennes non significativement différentes
(test de Newman et Keuls p = 0,05). 
Figure 2. Evolution de la surface de la dernière feuille émise (figure 2a) et de la vitessede croissance folliairerelativz
( figure 2b) au cours de la phase d'acclimatation de bananiers cultivés in vitro à trois concentrations différentesdeCO2
Comparaison avec la croissance de plants obtenus in vitroen conditions: standards ;de production. 
' .. . . . . . ... .. : : .. . 
Conditions de culture in vitro : voir texte; Conditions de . culture in vivo en phase d'acclimatation serre tropicalisée
intensité lumineuse, 50-100 micromoles.m· 2 .s-1 pendant les 15 premiers jours de culture .·· puis 500 micromoles
maximum. Chaque point est la moyenne de la surface de 24 plants (figure 2a). La vitesse, de croissance relative, foliaire 
est calculé par [log S2 - log Sl / t2 - tl] avec S = surface de la dernière feuille, émise au temps Les barres verticales 
regroupent les moyennes non significativement différentes (test de Newmanet Keuls p =( 0;05). ·· 
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1 
INCIDENCE DE L'AGE DES PLANT-MERES
RELA TION AVEC LES PHYTOHORMONES
. , ., 
Ludovic LARD ET, Valérie HAFFNER '* 
Les apex d'Hevea brasiliensis
constituent une source d'explants pri-
maires indemnes d'agents infectieux 
(photo 1) (ENJALRIC et al, 1988). 
Cependant. la chute brutale de leur 
réactivité, dès la première unité de 
croissance formée, entrave leur utilisa-
tion pour la micropropagation de 
matériel sélectionné (LARDET et al, 
1990). L'analyse de l'évolution des 
teneurs en substances de croissance 
permet d'établir des relations avec la 
réactivité in vitro des apex. 
Les différences de réactivité des apex 
d' Hevea brasiliensisisolès in vitro, en 
fonction de l'âge des pieds-mères et 
du stade morphogénétique de crois-
sance (fig. 1), suggèrent l' existence 
d'une relation avec les variations de 
leurs teneurs en AJA, ABA et/ou 
cytokinines (LARDET et al, 1990). 
De teneurs fortes en auxine et 





raient expliquer la période optimale de 
prélèvement correspondant aux stades 
les plus actifs, la perte de capacité 
rhizogène des apex au cours de l' onto-
genèse, la formation systématique 
d'llll cal à la base des apex réactifs 
(photo 2), ainsi que leur besoin en 
charbon actif dans le milieu de culture. 
Une meilleure connaissance des équili-
bres hormonaux endogènes est donc 
indispensable pour mieux comprendre 
les caractéristiques liées spécifique-
ment à la réactivité en culture in vitro 
d'apex d'individus juvéniles. 
La réactivité des apex de jeunes 
plantules d'Hévéa formant leur 1ère 
(Ul), 2ème (U2) ou 3ème (U3) unités 
de croissance, donc âgés respective-
ment de 10, 34 et 90 jours, a été 
observée parallèlement à l'analyse de 
leurs teneurs endogènes en AIA, ABA 
et cytokinines. 
L'extrémité apicale isolée mesure 
environ 1 mm de diamètre pour 
2 mm de long ; les conditions de 
culture sont celles précédemment défi-
nies par LARDET et al. (1990). La 
réactivité in vitro est exprimée en 
pourcentage de pousses développées 
par rapport au nombre initial d'apex. 
Parallèlement à la mise en culture, un
échantillon représentatif d'apex de 
chaque stade est prélevé pour les 
analyses de phytohormones. 
L'expérience montre que la réactivité 
in vitro des apex isolés, comme 
d'ailleurs l'enracinement des jeunes
tiges obtenues, diminuent dès les pre-
mières semaines du développement de 
la plantule, après la germination (fig. 
2). La teneur en AIA des apex chute 
également (fig. 3). L'évolution de la 
teneur en ABA est moins régulière: 
elle augmente lors de la formation du 
2ème étage foliaire puis décroît à 
nouveau. Cependant, le rapport AIA/ 
ABA (fig. 3) diminue entre la 1ère et 
la 2ème unité puis se maintient cons-
tant entre la 2ème et la 3ème unité. 
L'augmentation des teneurs en cytoki-
nines (CK) est principalement liée à 
celle de la zéatine-riboside (ZR) et de 
1111 
% de pousses developpées % d'enracinement spontané 
88 
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Stades de croissance du bourgeon Figure 1 Durée de la culture (semaines) Figure 2 
* en collaboration avec le Laboratoire du Pr. MIGINIAC -Université PARIS VI 
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la zéatine (Z) ; les teneurs en 
isopentényl-adénine (iP) ne varient pas 
significativement. Le rapport AIA/CK 
diminue progressivement avec le déve-
loppement, tandis que le rapport AIA/ 
ZR chute brutalement entre la 1ère et 
la 2ème unité de croissance. 
Ces résultats confirment l'existence 
d'une relation entre la réactivité des 
apex d' Hevea brasiliensis isolés in 
vitro ( développement des pousses et 
enracinement spontané (photo 3)) et 
leurs teneurs en AIA, ABA et cytoki-
nines. Une forte réactivité in vitro est 
accompagnée par une teneur élevée en 
AIA et faible en ABA. Le rapport 
AIA/ ABA constitue un réel marqueur 
du comportement des apex isolés in 
vitro. Les mêmes observations avaient 
été faites chez le Sequoia sempervi-
rens, pour l'aptitude à l'enracinement 
et la réactivité in vitro (FOURET et 
al, 1986). 
L'augmentation des teneurs en ZR est 
en relation étroite avec la diminution 
de réactivité. L 'hypothèse selon 
laquelle les apex prélevés sur de très 
jeunes pieds-mères d'Hevea seraient 
plus riches en cytokinines n'est donc 
pas vérifiée et ces résultats sont en 
contradiction avec ceux observés chez 
Picea abies (VON ARNOLD et TILL-
BERG, 1987). Le rapport des teneurs 
en auxine et cytokinines évolue dans 
le même sens que le comportement in 
vitro des apex. Le rapport AIA/ZR, 
particulièrement bien relié à la dimi-
nution de réactivité in vitro , pourrait 
être associé à l'aptitude à l'enracine-
ment des pousses développées in vitro. 
Des faibles teneurs en cytokinines 
(OKORO and GRACE, 1978) et des 
fortes teneurs en auxine (DAVIES, 
1984) ont déjà été mises en relation 
avec une meilleure aptitude à l' enraci-
nement de boutures de peuplier et 
ficus. 
Cependant la réactivité in vitro des 
apex n'apparaît pas directement corré-
lée à la réactivité in situ En effet, 
bien que la réactivité in vitro des apex 
U2 et U3 soit très faible, ils dévelop-
pent in situ des unités de croissance 
vigoureuses, preuve de leur juvénilité. 
L'idée que le comportement in vitro 
de l'Hévéa ne peut être prévu à partir 
des seuls paramètres de développe-
ment in vivo ( LARDET, 1987) est 
donc confirmée. 
5 
Teneur AIA et ABA (pmoles/ g M.S.) Rapport AIA/ ABA 
5 208
Rapport AJA/Cytokinines (•10) 
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Légendes des figures
Figure 1 .. Réactivité des apex de bourgeon terminal, exprimée en pourcentage de pousses développées, en fonction du 
stade morphogènétiquc de croissance (Stades A, B1, B2: stades actifs de croissance du bourgeon; stades C et D: stades 
inactifs ) et de l'âge du pied-mère (jeune plant développant sa première unité de croissance, U 1 ; jeune plant développant 
sa quatrième unité de croissance, U4). 
Figure 2. Réactivité des apex de bourgeon terminal, exprimée en pourcentage de pousses développées et d'enracinement 
spontané, en fonction de l'âge du jeune plant compté en nombre d'unités de croissance formées (Ul, U2, U3). 
Figure 3. Teneur en AIA et ABA et rapport AIA/ABA dans les apex en fonction de l'âge du jeune plant compté en 
nombre d'unités de croissance (Ul, U2, U3). 
Figure 4. Rapport AIA/CK dans les apex en fonction de l'âge du jeune plant compté en nombre d'unités de croissance 
(Ul, U2, U3) 
L égende des photographies
Photo 1. Apex isolé in vitro 
Photo 2. Apex réactif après 2 semaines de culture. Noter l'importance du cal (C). 
Photo 3. Pousse feuillée obtenue à partir d'un apex de germination âgée de 10 jours. 
1 
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Des différences importantes dans 
l'évolution du matériel végétal en 
culture in vitro ont pu être reliées aux 
conditions d'atmosphère. L'influence 
du volume du récipient a été mise en 
évidence sur de nombreux phénomè-
nes (ST ART et CUMMING, 1976 ; 
DUNWELL, 1981 ; MARINO, 
1988), y compris l'embryogenèse 
(DUNWELL et ROBERT, 1975 ; 
DUNWELL, 1979). 
THOMAS et MURASHIGE (1979) 
ont déterminé l'existence d'une corré-
lation inverse entre le déroulement du 
processus embryogènc et l'accumula-
tion de gaz carbonique, d'éthylène, 
d'acétaldéhydc et d'éthanol sur des 
cultures de cal de Daucus carota et 
Pheonix dactylifera. La survie des 
embryoïdes de carotte est accrue lors-
que ! 'humidité relative est maintenue 
entre 80 et 90 % (JONES, 1974). 
L'évolution des cals d'hévéa varie 
suivant les caractéristiques de l' atmos-
phère de culture. L'influence de l'eau, 
du gaz carbonique et de l'éthylène a 
été prise en compte dans cette étude. 
En conditions confinées, le début de la 
culture se caractérise par une prolifé-
ration cellulaire active qui s'accompa-
gne d'une accumulation rapide et 
considérable de gaz carbonique liée à 
l'intensité de la respiration ainsi que 
d'un premier dégagement d'éthylène 
engendré par le traumatisme de la 
mise en culture. Ensuite, la proliféra-
tion cède le pas à la différenciation de 
très nombreuses cellules riches en 
polyphénols et à une dégénérescence. 
Parallèlement un deuxième dégage-
ment d'éthylène survient alors que la 
concentration en gaz carbonique est 
stabilisée. Dans ces conditions, toute 
évolution embryogène est complète-
ment bloquée après 30 jours de 
culture. 
En conditions non confinées, aucune 
accumulation gazeuse n'est observée. 
La prolifération cellulaire est infé-
rieure, mais l'évolution embryogène se 
poursuit pour quelques cals au-delà de 
40jours. 
La disponibilité en eau du milieu (liée 
à l'humidité relative) est très diffé-
rente en conditions cconfinées ou non. 
Or, plus l'humidité est saturante, plus 
la prolifération cellulaire est active. 
Les taux d'humidité inférieurs à 90 % 
sont traumatisants pour le matériel 
végétal et le déroulement du processus 
embryogène est nettement favorisé 
entre 92 et 97 % d'humidité relative 
(figure 1) (AUBOIRON, 1987). 
En conditions confinées, le piégeage 
du gaz carbonique (pourtant à des 
concentrations ayant certainement une 
incidence sur le métabolisme des cals) 
ne modifie pratiquement pas leur 
évolution. Par contre, le piégeage de 
l'éthylène ralentit la formation des 
cellules polyphénoliques et prolonge 
l'évolution embryogène tout de même 
bloquée peu après 40 jours de culture. 
Il ne suffit donc pas pour restaurer des 
résultats équivalents à ceux des condi-
tions non confinées. 
L'éthylène de l'atmosphère provient 
des tissus végétaux et peut avoir une 
action antérieure à son émission : 
l'apport d' ACC (précurseur de syn-
thèse de l'éthylène) dans le milieu de 
culture active tout d'abord le métabo-
lisme et la prolifération des cellules du 
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cal ; mais cet effet, limité à quelques 
jours, est suivi d'une activation pré-
coce de la dégénérescence. 
L'AOA (inhibiteur de synthèse de 
l'éthylène) améliore nettement l'évolu-
tion embryogène des cals (figure 2) et 
conduit à la formation de proembryons 
globulaires visibles à l' oeil nu à 80 
jours de culture. Certains poursuivent 
leur évolution jusqu'à l'état 
d'embryons bipolaires. L'ajout 
d'AgN03 (inhibiteur des récepteurs) 
donne des résultats encore plus satis-
faisants (figure 2) ; l'évolution 
embryogène est effective pour un 
nombre plus important de cals et les 
embryons atteignent le même stade 
d'évolution qu'avec l'AOA (AUBOI-
RON et al, 1990). 
En conditions confinées, la formation 
des cals d'Hévéa s'accompagne d'une 
accumulation considérable de gaz car-
bonique et d'éthylène alors que 
l'humidité reste toujours saturante. 
L • aération évite ces accumulations, 
réduit l''humidité et parallèlement 
favorise l'évolution du processus 
embryogène. 
Le contrôle de l'humidité relative 
entre 92 et 97 % stimule l' évolution 
embryogène. Si l'éthylène de l'atmos-
phère perturbe le processus embryo-
gène, celui-ci l'est déjà par l'éthylène 
endogène avant son émission comme 
le montre les effets positifs de 
l'AgN03• 
Outre le contrôle de certains éléments 
de l'atmosphère comme l'eau et 
l'éthylène, il serait donc souhaitable de 
réduire les traumatismes qui induisent 
un excès de synthèse d'éthylène. 
Abbréviations 
ACC : Acide l-aminocyclopropane-
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LES PARAMETRES HYDRIQUES EN CULTURE:INYITRO -:
' • • 
FACTEURS LIMITANTS DE L'EMBRYOGENESE SOMATIQUE
• • 
L hevea__ 
' ' • • • _. ••, ' • ' __ 
Hervé ETIENNE, Pascal MONTORO, 
: 
Lorsque la manipulation des subs-
tances de croissance s'avère insuffi-
sante pour atteindre les buts fixés en 
culture in vitro, il faut envisager que 
d'autres paramètres de l'environne-
ment soient Iirnitants.L 'eau apparait 
comme un élément majeur, présent 
dans les trois compartiments de 
culture : l'atmosphère, le milieu et le 
matériel végétal. Elle joue un rôle de 
transporteur et participe directement 
aux réactions d'anabolisme et de 
catabolisme cellulaire. Pourtant, 
l'étude des paramètres hydriques en 
culture in vitro n'a donné lieu qu'à 
peu de publications : quelques auteurs 
ont mis en évidence l'influence du 
potentiel hydrique du milieu de 
culture sur le statut hydrique des cals 
et, dans le cas du riz (LAI et LIU, 
1988) et du tabac (BROWN et 
THORPE, 1980 ; HAMMERSLEY-
STRA W et THORPE, 1988) sur la 
néoformation de tiges. En embryoge-
nèse somatique, il a parfois été men-
tionné qu'un potentiel osmotique très 
négatif pourrait favoriser la formation 
d'embryons (BROWN et al. 1989), 
mais aucune relation n'a jamais 
encore réellement été établie entre le 
statut hydrique de l'environnement et 
celui du cal vis-à-vis de la réussite de 
l'embryogenèse somatique. 
C'est ce que nous nous sommes 
attachés à étudier avec l' Hevea 
bmsiliensis. 
I. Stress hydrique à la mise en 
culture 
Le tégument interne de la graine, 
utilisé comme expiant (CARRON et 
ENJALRIC, 1985), est un tissu très 
hydraté possédant un potentiel hydri-
que (Uh = - 0,4 MPa) bien plus élevé 
que celui du milieu de culture sur 
lequel il est déposé (U H = -
0,9 MPa). L'ajustement osmotique 
qui s'opère alors pendant les 10 pre-
miers jours est apparu finalement 
comme un choc bien plus défavorable 
qu'un dessèchement brutal provoqué 
par un balayage d 'air avant la mise en 
culture. L'assèchement partiel de 
l'expiant permet un réajustement de 
son état hydrique par rapport à celui 
du milieu de culture. L'absorption des 
éléments du milieu et la prolifération 
cellulaire peuvent alors démarrer très 
rapidement. A terme ce traitement 
stimule la croissance du cal et le taux 
d'embryogenèse somatique tout en 
réduisant le brunissement cellulaire. 
II. L'humidité relative de I 'atmos-
phère et potentiel hydrique du 
milieu 
Avec moins de 92 % d'humidité dans 
le récipient on observe la différencia-
tion précoce de cellules riches en 
polyphénols conduisant rapidement à 
la dégénérescence des cals. Par contre 
des conditions proches de la saturation 
favorisent l'embryogenèse et dimi-
nuent les brunissements dans les cals
L'humidité relative dans le récipient, 
influence nettement celles du milieu et 
du cal. Le U H des cals non embryogè-
nes chute au cours de la culture pour 
devenir nettement plus négatif que 
celui du milieu de culture (Uh = 
-20-
-1,6 MPa). Au contraire, celui des 
cals embryogènes se maintient à un 
niveau élevé (UH = - 0,9 MPa), com-
parable à celui du cal en phase de 
prolifération active. La teneur en eau 
relative (TER) des cals, qui représente 
le rapport entre le poids d'eau d'un cal 
et son poids d'eau maximal à pleine 
turgescence, est également toujours 
plus élevée chez les cals embryogènes 
(ETIENNE et al., 1991a). 
Ces observations ont été confirmées 
par trois expériences mettant en jeu le 
U H du milieu de culture ainsi que la 
présence et la concentration des subs-
tances de croissance utilisées (3,4-D, 
BAP et ABA). Dans chaque cas, les 
traitements les plus embryogènes pos-
sèdent, quel que soit le temps de 
culture, une TER et un UH élevés 
(ETIENNE et al., 1991b). Ces para-
mètres, UH et surtout la TER, sont 
directement en relation avec une acti-
vité métabolique intense (SINCLAIR 
et LUDLOW, 1985) vérifiée au 
niveau des coupes histologiques et par 
l' inhibition du brunissement des cals. 
Une très grande disponibilité en eau 
de l'atmosphère et du milieu est 
indispensable pour l'acquisition par le 
cal d'un statut hydrique particulier 
favorable à l'embryogenèse somati-
que. Il est démontré que la stimulation 
de l' embryogenèse somatique par les 
substances de croissance met égale-
ment en jeu une stabilisation des 
paramètres hydriques du cal. Des 
expérimentations sont en cours pour 
préciser le mécanisme de cette action 
au niveau de la modification des 
structures membranaires ou des pro-
priétés d'absorption. 
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Les recherches conjointes menées 
par l'ORSTOM et le CIRAD ont 
permis la mise au point de I' embryo-
genèse somatique du palmier à huile 
utilisant conune explants de jeunes 
folioles. La description histologique 
conduite auparavant décrivait l'ensem-
ble des stades successifs depuis la 
formation des cals nodulaires jusqu'à 
l'obtention d'embryons somatiques et 
de plantules (SCHWENDIMAN et al.,
1988). L'analyse résumée ici est cen-
trée essentiellement sur l'examen · des 
phénomènes qui mettent en place les 
formations embryogènes (SCHWEN-
DIMAN et al., 1990). 
Les cals nodulaires, visibles à l'oeil 
nu, sont isolés de l'explant foliaire et 
changés de milieu. Ils prolifèrent par 
suite d'invaginations liées à la pré-
sence d'une zone pseudo-cambiale · et 
fonnent ainsi un ensemble de cals 
nodulaires reliés les uns aux autres. 
Aucune réserve n'est décelable au sein 
des cellules. Selon les arbres utilisés, 
et donc certainement leurs génotypes, 
la prolifération peut être courte ou très 
étalée dans le temps mais sans chan-
gement notable, ni morphologique, ni 
histologique. 
L'évolution considérée comme favora-
ble se traduit histologiquement par une 
modification in1portantc au niveau de 
la zone pseudo-cambiale (photos l, 2). 
Celle-ci constituée par quelques assi-
ses de cellules méristématiqucs, se 
transforme progressivement en un 
ensemble de cellules embryogènes 
(photo 3). Ce processus gagne ensuite 
l'intérieur des nodules (photo 4).La 
relative synchronie de l'apparition des 
cellules embryogènes dans la plupart 
des nodules d'un même tube à essais 
suggére qu'une adéquation a lieu à un 
certain moment entre cals en proliféra-
• 
tion et conditions physico-chin1iques 
de la culture. 
Les cellules embryogènes subissent 
rapidement des recloisonnements 
internes qui donnent naissance à des 
proembryons (photos 5, 6) d'origine 
unicellulaire, incapables toutefois de 
poursuivre le développement amorcé. 
Cette situation est certainement en 
liaison avec la présence de 2-4D dans 
le milieu qui favorise l'initiation de 
cellules embryogènes et de proem-
bryons, mais est aussi connu pour agir 
ensuite comme un inhibiteur potentiel 
de leur développement ultérieur et ce à 
différents stades de leur ontogenèse 
selon les espèces (CHEN et aL, 
1985 ; VASIL et al., 1985 ; CAR-
MAN et al., 1988 ; GUIDERDONI et 
DEMARL Y, 1988). 
Par ailleurs, on observe la mise en 
place au sein du cal de nombreux sites
méristématiques (photo 7) constitués 
de cellules remarquables par l'intensité 
de la coloration de leur cytoplasme 
(photo 8), très riche en protéines 
solubles, mais dépourvu de réserves
amylacées. Les noyaux très volumi-
neux contiennent 1 ou 2 nucléoles 
intensément colorés ; de nombreuses
figures de mitose traduisent l'intensité 
des divisions cellulaires. Cet ensemble 
de caractéristiques cytologiques appa-
rente ces cellules à celles issues des 
premières divisions d'un zygote ou 
des premiers stades de développement 
d'un proembryon somatique (cf. 
JONES et ROST, 1989a et b). Ces 
sites méristématiques semblent typi-
ques de l'embryogenèse somatique des 
Palmacées; ils se trouvent en surface 
des cals chez le palmier-dattier (TIS-
SERA Tet DE MASON, 1980). L'his-
tologie démontre clairement pour le 
palmier à huile que les futurs 
embryons sont d'origine pluricellu-
laire, suite à l'échec de la voie 
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unicellulaire (photos 9 et 10). 
En conséquence des divisions cellulai-
res au sein des foyers méristématiques 
(photo 11 ), le cal perd de sa compa-
cité et des petits nodules (photo 12) 
émergent à sa surface. Constitués de 
massifs de milliers de cellules méristé-
matiques (photo 13) à cytoplasme 
dense très riche en protéines de 
réserves, ils s'isolent par la mise en 
place d'un protodem1e (photo 14), 
puis d'un véritable épiderme. Celui-ci 
prélude à une polarité qui s'établit au 
sein des nodules (photo 15) et se 
traduit par une répartition différentielle 
des granules amylacés, cantonnés à la 
base des futurs embryons somatiques 
(photo 16). Cette polarité "tardive", 
car décelée seulement au sein d'un 
massif formé de milliers de cellules, 
.implique certainement_ une mise en 
place d'événements plus complexes 
dans ce cadre pluricellulaire que dans 
un cadre unicellulaire. 
A ce stade, des faisceaux de fibres 
procambiales accompagnent la crois-
sance des embryons dont les cellules 
se chargent en réserves lipidiques et 
protéiques. Aisément reconnaissables 
des cals sous-jacents par leur aspect 
compact et lisse, les structures 
embryogènes proliférent. Cette phase 
de multiplication par bourgeonnement 
adventif semble en étroite relation 
avec le maintien sur un milieu conte-
nant du 2-4D. In vitro, un tel phéno-
mène a été déjà fréquemment constaté 
chez les Monocotylédones, Palmacées 
et Gran1inécs notamment. Des modifi-
cations des conditions de culture, et en 
pa1ticulier si possible, la suppression 
précoce des auxines pourrait permet-
tre de favoriser la voie de l'origine 
w1icellulaire, d'éviter le bourgeonne-
ment adventif et d'obtenir ainsi des 
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le sorgho, la sélection 
conventionnelle de lignées pures, utili-
sées comme variétés ou parents 
d'hybrides, demande 6 à 8 ans. La 
mise au point d'une technique 
d'haplodiploïdisation efficace 
(VIRGO BROWN, 1987) 
l'obtention de plantes homozygotes en 
un an après le croisement. Celle-ci 
s'est avérée cependant particulière-
ment délicate à mettre en oeuvre : 
aucune méthode la produc-
tion répétable de plantes haploïdes n'a 
jusqu'à présent été publiée (KRESO-
VICH et 1987). Des études portant 
sur l'obtention de plantes haploïdes 
vitro par culture d'anthères et situ 
par pollinisation avec du pollen irradié 
ont donc été entreprises. 
Après un test de l'aptitude à la culture 
d'anthères de 82 génotypes, huit 
d'entre eux appartenant aux races cau-
datum, durra bicolor, kafir, et à 
l'espèce sauvage So.1g/11m1 acthiopi-
cum ont été retenus pour leur aptitude 
favorable au déclenchement androgé-
nétique. Les anthères au stade uninu-
cléé ont été mises en culture sur un 
milieu d'induction après un prétraite-
ment au froid de 15 à 30 jours à 
10°C. Ce milieu liquide de base N6 
est supplémenté avec 2 mg/l de 2,4-D, 
0,5 mg/l de kinétine, 300 mg/l de 
glutamine, 300 mg/1 d'hydrolysat de 
_caséine, 100 mg/l de myo-inositol, 10 
g/l de PVPP et 90 g/1 de saccharose. 
Des observations cytologiques ont per-
mis de reconstituer les différents sta-
des du développement des microcals à 
partir des microspores (photos l et 2) 
et ainsi de confirmer leur origine 
genuinale. Les coupes histologiques 
réalisées à des stades plus avancés 
montrent que les obtentions de cals et 
d'embryons sont possibles. Des for-
mations de type embryogène (photos 3 
et 4), non embryogène (photos 5 et 6) 
et méristématique à tendance racinaire 
(photos 7 et 8) ont ainsi été rencon-
trées. L'évolution rapide du cal 
embryogène conduit soit à l'apparition 
superficielle d'embryons, soit à un cal 
secondaire. Les embryons obtenus res-
tent cependant bloqués à un stade 
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activités de recherche en 
culture in vitro du programme riz 
visent à appuyer la sélection conven-
tionnelle de cette culture vivrière dans 
des contextes tropicaux et méditerra-
néens. Les activités développées à 
Montpellier ont pour objectif la créa-
tion de variétés transgéniques résistan-
tes aux insectes et la production rapide 
de lignées mâles stériles utilisables 
dans le programme riz hybride. Les 
outils utilisés sont le transfert direct de 
gènes et le transfert de cytoplasme par 
transformation et hybridation somati-
que de protoplastes. Les préparations 
de protoplastes aptes à régénérer des 
plantes et pouvant servir de support à 
ces opérations de génie génétique, 
doivent chez le riz être isolées à partir 
de suspensions cellulaires embryogè-
nes préalablement établies. Les études 
engagées ont donc pour objectif 
d'identifier des variétés et des cultures 
de tissus permettant d'initier de telles 
suspensions, puis de définir les para-
mètres intervenant dans la culture des 
protoplastes, leur fusion et leur trans-
formation. 
1. Etude de l'aptitude de diverses
variétés à l'induction de cals
cmbryJlgèncs 
Afin de sélectionner des variétés et 
des cultures de tissus possédant une 
forte aptitude embryogène susceptible 
d'être conservée après l'établissement 
de suspensions cellulaires, un ensem- La morphologie du cal primaire et sa 
ble de variétés tropicales (de type capacité à développer un cal secon-
japonica et indica) et tempérées de daire sont influencées par les sels 
type japonica a été testé. Des minéraux de base. Pour les variétés 
embryons matures (graines) et imma- IRAT 308 et IRAT 312, la formation 
tures (10 jours après l'anthèse) ont été de structures prin1aires noduleuses 
employés, les premiers offrant l'avan- compactes et blanches de type proem-
tage de la disponibilité et les seconds bryon est ainsi favorisée par le milieu 
présentant une excellente homogénéité de base N6 (photo 2). Cependant, 
vis-à-vis de l'induction de la calloge- après trois semaines de culture ce 
nèse (près de 100 % pour tous les milieu n'assure plus qu'une croissance 
génotypes testés contre 12 à 70 % lente du cal primaire qui ne développe 
pour les embryons matures). Divers jamais de cal secondaire. A l'inverse, 
milieux de culture (milieux de base . bien que conduisant à une moindre 
MS et N6 contenant 2 mg/1 de 2,4-D différenciation du cal primaire, les 
ou une combinaison 2 mg/1 2,4-D et milieux à base MS permettent le 
0,2 mg/l de kinétine) ont été essayés maintien de la croissance du cal par 
pour cette étape. Les différences des développements secondaires 
observées sont plus d'ordre qualitatif (photo 3). Ces derniers sont le plus 
(morphologie et histologie des cals) souvent à l'origine des néoformations 
que quantitatif (les fréquences observées lors du transfert sur milieu 
d'induction sont globalement compara- de néofom1ation (photo 4). La matura-
bles). Quelques jours après la mise en tion et la germination des proem-
culture, le scutellum des embryons bryons composant les cals primaires 
matures ou immatures développe un demandent sans doute le développe-
cal primaire qui est séparé de l'axe ment de milieux et de séquences de 
embryonnaire et transféré sur du repiquage spécifiques qui font actuel-
milieu frais jusqu'à trois semaines de lement l'objet d'études. 
culture. Après un nouveau transfert, la 2. Etude histologique de l'indue-
croissance du cal aboutit parfois au tion de cals primaires embryogènes
développement d'un cal secondaire ; à partir du scutellum d'embryons
un même cal pouvant être composite, 
maturestrois catégories de formations sont 
alors observées : L'analyse histologique à une et trois 
- Compactes et blanches, d'apparence 
sèche et composées de nodules de 
petite taille. 
- Jaunâtres et fom1ées de nodules de 
plus grosse taille dont la surface 
présente un aspect satiné correspon-
dant à une épidem1isation (photo 1). 
- Friables et fortement hydratées . 
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semaines après la mise en culture 
permet de reconstituer le processus de 
l'induction des cals et de constater sa 
diversité suivant le génotype. Chez 
IRAT 312, I Kong Pao et IRAT 308, 
les couches épithéliales et subépithé-
liales du scutellum sont à l'origine du 
cal qui est composé d'un ensemble de 
structures proembryonnaires séparées 
les unes des autres par une lamelle 
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moye1me gélifiée (photo 5). Ces cellu-
les possèdent les caractéristiques des 
cellules embryogènes (absence de 
vacuolisation, fort rapport nucléocyto-
plasmique, cytoplasme fortement colo-
rable, présence de réserves d'amidon 
périnucléaire et de réserves protéiques, 
noyau à nucléole unique très visible). 
Le développement de ce cal 
embryogène est souvent plus impor-
tant dans la partie apicale du scutel-
lum. Les cellules des régions plus 
internes du scutellum sont en général 
peu actives, à l'exception des cellules 
périphériques aux faisceaux vasculai-
res le pénétrant. Dans certaines zones 
cependant, comme les régions adaxia-
les du scutellum faisant face au pôle 
racinaire, la réactivation des couches 
subépithélialcs conduit à la mise en 
place de pseudocambiums produisant 
vers le centre du cal des files radiales 
de cellules et vers la périphérie des 
nodules des cellules riches en amidon 
de réserve qui ont tendance à se 
déliter (photo 6). L'histologie de ces 
structures est proche de celle des 
méristèmes racinaires. 
Les deux types de prolifération 
(embryogène et méristématique à ten-
dance racinaire) coexistent particuliè-
rement chez IRAT 144 et Thaïbonnet. 
Chez ces variétés, la formation des 
embryons peut demeurer très superfi-
cielle en ayant pour seule origine les 
cellules épithéliales du scutellum 
(photo 7). Une telle évolution a déjà 
été décrite comme permettant le 
déroulement d'une embryogenèse 
directe et complète chez le riz 
(JONES et ROST, 1989). Les prolifé-
rations de type méristème racinaire 
sont par contre largement prédominan-
tes chez Pygmalion, Koral, Cigalon et 
IRAT 177. Chez ces génotypes, les 
cals sont en outre caractérisés par leur 
croissance rapide, leur texture friable 
hydratée ou nodulaire épidermisée et 
leur inaptitude à la néoformation de 
tiges. Le développement des cals 
cmbryogènes aboutit 3 semaines après 
la mise en culture à la formation 
d'embryons globulaires aux cellules 
riches en amidon de réserve (fig. 8). 
3. Etablissement de suspensions 
cellulaires et culture des protoplas-
tes 
Les essais d'initiation de suspensions 
cellulaires ont été réalisés à partir de 
deux types de cultures de tissus: 
- Les cals d'embryons immatures des 
variétés IRAT 308 et IRAT 312 
(cultivars japonica tropicaux) et Thaï-
bonnet (japonica tempéré), sept jours 
après leur mise en culture sur milieu 
d'induction MS additionné de 2 mg/! 
de 2,4-D. 
- Les cals de microspores des variétés 
IRAT 177 et IRAT 312 (japonica
tropicaux) et Pygmalion (japonica
tempéré), appams cinq semaines après 
la mise en culture des anthères sur 
milieu N6 contenant 2 mg/1 de 2,4-D 
et 60 g/1 de saccharose. 
Ces cals ont été soumis à une disso-
ciation en plaque multipuits avec 5 ml 
par cupule de milieu liquide de base 
N6 contenant 2 mg/! de 2,4-D et 750 
mg/1 de praline -N6P- (cals 
d'embryons inunatures) ou de base 
AA avec 2 mg/1 de 2,4-D (cals de 
microspores). Un renouvellement 
complet et bihebdomadaire du milieu a 
été effectué jusqu'à l'apparition de 
petits amas de 10 à 30 cellules 
isodiamétriques à cytoplasme dense, 
fort rapport nucléocytoplasmique et 
croissance rapide. Des pipettages ou 
des filtrations sélectifs et des apports 
graduels de milieu de culture frais 
permettent un enrichissement en ce 
type d'amas. Trois à quatre mois après 
la mise en culture, des suspensions 
homogènes et stables doublant 
approximativement leur poids frais 
chaque semaine ont été obtenues 
(photo 9). Les cultures transférées en 
crlenmeyers de 250 ml sont alors 
repiquées de façon hebdomadaire à 
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raison de 10 ml de milieu usagé 
contenant 2 à 4 ml de cellules sédi-
mentées pour 30 ml de milieu frais. 
Le potentiel de régénération de ces 
suspensions et leur aptitude à l'isole-
ment de préparations de protopla5tes 
sont actuellement testés. 
Des protoplastes ont été isolés des 
suspensions cellulaires témoin Taï-
peï 309 (japonica, fournie par lè Pr 
E.C Coeking, Université de Notting-
ham (ABDULLAH et al, 1986) et 
IR 54 (indica, fournie par le Pr T .K. 
Hodges, Université de Purdue (LEE et 
al, 1989) et des deux suspensions 
d'IRAT 312 avec une solution enzy-
matique standard (2 % cellulase RS, 
0, 1 % Pectolyase Y23). Cette procé-
dure a permis d'atteindre un rende-
ment moyen de 2,5 millions de proto-
plastes par millilitre de cellules sédi-
mentées (photo 10). Après rinçages et 
purification, les suspensions de proto-
plastes sont mises en culture dans un 
milieu N6 modifié simple selon trois 
techniques (inclusion dans l'agarose, 
culture sur filtre Millipore lui-même 
posé sur une couche de cellules 
nourricières inclues dans de I 'agarose, 
culture en film liquide). Des cals ont 
été obtenus après deux mois de culture 
selon les trois teclmiques à partir des 
suspensions témoin et des deux sus-
pensions d'IRAT 312 (photo ·11) et 
transférés sur milieu de néoformation. 
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DANS LE NUCELLE' ET
Le cacaoyer étant allogame et très 
hétérozygote, les hybrides hauts pro-
ducteurs résistants ou tolérants aux 
aléas pathologiques ne peuvent être 
reproduits par voie sexuée. Deux voies 
d'amélioration sont envisagées : la 
création des parents homozygotes, 
méthode n'ayant pas encore donné de 
résultats probants, et la recherche 
d'une multiplication conforme. Le clo-
nage des individus "élites" en culture 
in vitro parait la solution la plus 
prometteuse car les méthodes hortico-
les de multiplication végétative ne 
permettent pas pour l'instant une pro-
duction de masse. Des embryons 
somatiques à partir d'explants issus de 
tissus maternels n 'ont été obtenus que 
récemment à partir de nucelles et de 
pétales de jeunes fleurs (SONDAHL 
et al, 1988). Actuellement deux pro-
grammes de recherche sont conduits 
dans cette optique au CIRAD : le 
microbouturage et l'embryogenèse 
somatique in vitro. Les résultats obte-
nus sur ce dernier thème sont présen-
tés ici. 
Le matériel végétal est constitué de 
jeunes cabosses (âgées de deux mois) 
d' Amelonado, reçues directement de 
Côte d' Ivoire. 
Après environ une semaine sur milieu 
d'attente (sans régulateur de crois-
sance), les fragments de parois de 
jeunes graines sont débarassés du 
tégument externe et placés sur un 
milieu d' initiation (MURASHIGE et 
SKOOG (1962) modifié) contenant 
4,5 micromoles de 2,4-D et 0,44 
micromoles de BAP. Après 7 semai-
nes sur ce milieu, la présence de 
cellules embryogènes et de proem-
bryons a été décelée dans ces cals 
hydriques bruns (photo 1). Le suivi 
histologique systématique des premiè-
res étapes de réactivation embryogène 
a donc été réalisé (photos 2, 3, 4). 
Après 3 jours de culture, les cellules 
du nucelle sont réactivées tant à la 
périphérie de l'expiant qu'au sein du 
tissu au contact du tégument interne. 
Dans le premier cas, des proembryons 
s ' isolent dès le septième jour. La 
multiplication intense des cellules 
embryogènes aboutit à la formation 
d'un cal (photo 5) mais les cellules se 
vacuolisent très rapidement, dès le 
7ème jour de culture (photo 3) et 
accumulent des composés phénoliques 
qui perturbent très probablement leur 
développement ultérieur (photo 6). Les 
réactivations dans le tégument interne 
sont plus discrètes, mais on peut 
identifier à 21 jours des proembryons 
à l' intérieur du tégument ainsi que 
dans les cals issus de celui-ci (pho-
tos 7 et 8). 
L • expression d'un potentiel embryo-
gène, à la fois dans le nucelle et le 
tégument interne paraît un cas isolé 
dans les exemples d'embryogenèse 
asexuée à partir de jeunes graines de 
plantes ligneuses. Chez Hevea brasi-
liensis, par exemple, on n'a pu obtenir 
des embryons somatiques qu'à partir 
du tégument interne (CARRON et 
ENJALRIC, 1985). A l'inverse, chez 
Mangifera indica, seuls le nucelle et 
les cals dérivés d'embryons nucellai-
res peuvent différencier des embryons 
(LITZ et al, 1982). 
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Chez le cacaoyer, bien que les 
deux tissus soient embryogènes, le 
nucelle parait la structure la plus 
réactive, avec une forte prolifération 
de cellules embryogènes pour 
l'ensemble du tissu. L' isolement et la 
culture séparée du tégument et du 
nucelle pourrait amener des variations 
de leur comportement in vitro.
La rapidité de l'initiation des cellules 
embryogènes est sûrement liée à la 
phase de préculture, car des réactiva-
tions nucléaires sont déjà décelées 
avant le passage sur le milieu d'initia-
tion. II pourrait donc être inutile 
d'utiliser un facteur inductif très puis-
sant, ou pendant une période impor-
tante, pour induire la formation des 
cellules embryogènes. Ceci serait un 
avantage pour la future conformité des 
embryons somatiques. 
La persistance des cellules embryogè-
nes après sept semaines montre qu'il 
existe une multiplication et/ou une 
induction continue de ces cellules 
pendant cette période. Ce phénomène 
paraît exceptionnel : par exemple sur 
Coffea arabica L., un maintien pro-
longé sur milieu d'induction amène la 
dégénérescence des cellules embryo-
gènes (MICHAUX-FERRIERE et 
DUBLIN, 1987). 
Le suivi histologique des cultures 
devrait permettre de contrôler l' effica-
cité des traitements in vitro pour faire 
évoluer les cellules embryogènes en 
embryons. La mise au point de cette 
technique permettrait une production 
de masse d'embryons somatiques ainsi 
que l'accès aux biotechnologies avan-
cées (transfert de gènes par exemple). 
CARRON M.P., ENJALRIC F., 1985. Embryogenèse somatique à partir du tégument interne de la graine d'Heve a
brasiliensis(Künth) Müll-Arg. C.R. Acad. Sei., Paris, 300(III) 17 : 653-658. 
LITZ R.E., KNIGHT R.J., GAZIT S., 1982. Somatic embryos from cultured ovules of polyembryonie Mangue, 
indica L. Plant Cell Reports 1 : 264-266. 
MICHAUX-FERRIERE N., DUBLIN P., 1987. Embryogenèse somatique chez Coffea arabica : induction e 
développement des cellules embryogènes. In : ASIC, Paris ED. 12th International Scientific Colloquium on Coffee 
ontreux, Switzerland : 418-425. 
MURASHIGE T., SKOOG F., 1962. A revised medium for rapid growth and bioassays with Tobacco tissu 
culture. Physiol. Plant . 15 : 473-497. 
SONDAHL M.R., SEREDUCK T.B., BELLATO C.M., CHEN Z., 1988. Somatic embryogenesis and plan 
egcneration of Cacao. European Patent n° 88106774-8 attributed to DNA Plant Technology Corp. and Hershey Foo 
Corp. 
Légendes des photographies
Photo 1. Proembryons (flèches) dans cal de 7 semaines sur milieu enbryogène. Barre = 40 micromètres.
Photo 2 (a). Aspect du nucelle (N) et du tégument interne (1) dans une graine âgéede deux mois. Noter l'absence de 
noyaux visibles dans les parties internes des tissus
Photo 2b. Réactivation du nucelle et du tégument interne 3 jours après .inoculation sur .milieu d'initiation. Noter les 
noyaux et le grossissement des cellules (flêches). Barre = 30 micromètres. 
Photo 3. Aspect du nucelle après 7 jours montrant la vacuolisation prêcoce des proembryons (flèches). Barres = 
30 micromètres. 
Photo 4. Réactivation dans les cellules périphériques du nucelle. Barre = 30 micromètres., 
Photo S. Cal issu du nucelle et présentant des cellules embryogènes dans uneculture de 7 joursBarre= 50 micromètres
Photo 6. Amas de cellules embryogènes se vacuolisant et accumulant des composés · phénoliques flèches). Barre = 50 
micromètres. 
. . 
Photos 7 et 8. Cellules. embryogènes et proembryons (flêches) dans le tégument interne (photo 7) et dans un cal issu du 
tégument (photo 8) dans une culture de 21 jours. Barre = 30 et 40 micromètres respectivement. 
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EFFET DE DIVERSESDOSESDEKANAMYCINE
. . • • •• • • ' • . ' ' •• ·' . 
SUR L'EMBRYOGENESE SOMATIQUE DUCAFFIER
Des recherches d'amélioration 
des cafeiers vis à vis des diverses 
maladies fongiques et parasites vien-
nent d'être entreprises dans le 
domaine du génie génétique, avanta-
gées par la maîtrise déjà ancienne 
(SONDHAL et LOH, 1988) de la 
régénération du genre 
L'inoculation de disques foliaires avec 
smv1e 
d'une regénération via l'embryogenèse 
somatique a été envisagée. Ceci néces-
site la mise au point d'une méthode 
fiable de sélection vitro des produits 
transformés. Les gènes conférant la 
résistance à un antibiotique, générale-
ment la kanamycine, sont à cet effet 
largement utilisés. 
La kanamycine est un antibiotique de 
la famille des aminoglycosides, com-
posés à large spectre d'action, mal-
heureusement toxiques pour les plan-
tes (POLLOCK et aL, 1983). La 
kanamycine inhibe la croissance des 
cellules à des concentrations de 50 à 
100 mg/1·1, mais permet à basse 
concentration (2 à 8 mg11-1) la régéné-
ration chez le tabac et la carotte 
(OWENS, 1979). 
On connait peu l'effet de la kanamy-
cine sur les ligneux. Des concentra-
tions de 50 à 100 mg/1 ont été utilisées 
chez le peuplier (FILLA TTI et aL, 
1987), le noyer (Mc GRANAHAN et 
al 1988) et le pommier (JAMES et 
al, 1989). Sur la vigne, une dose de 
7 mg/l 1 suffit à inhiber la régénéra-
tion de tiges à partir de cals COLBY 
et MEREDITH (1990). Il était donc 
nécessaire d'étudier le comportement 
du caféier in vitro vis-à-vis de cet 
antibiotique. 
Les disques foliaires prélevés sur des 
microboutures de C arabica variété 
KF2. l sont placés sur milieu de 
YASUDA et aL (1985) et mis en 
présence de concentrations variables 
de kanamycine 0, 5, 9 ou 15 jours 
après leur isolement afin de détermi-
ner l'effet de l'antibiotique à plusieurs 
stades de développement des cellules 
embryogènes. Cinq explants ont été 
placés dans des boîtes de Pétri avec 
six répétitions par traitement. 
Huit concentrations de kanamycine 
ont été testées de 5 à 200 mg/1. Le 
pourcentage d'explants embryogènes a 
été déterminé 75 jours après la mise 
en culture. 
La kanamycine a un effet inhibiteur 
sur l'embryogenèse somatique : tous 
les traitements présentent un pourcen-
tage d'explants embryogènes (Fig. 1) 
et un nombre d'embryons produits par 
explant inférieurs au témoin. 
La concentration de 150 mg/1 inhibe 
totalement l'embryogenèse somatique. 
L'inhibition est d'autant plus impor-
tante que les explants sont repiqués tôt 
sur milieu sélectif (JO ou J5) et ce, 
quelle que soit la concentration. 
60 
40 
La dose de 100 mg/1 a réduit de façon 
très importante le pourcentage 
d'explants embryogènes, lorsque cette 
concentration a été appliquée tôt (JO 
ou J5). Une application tardive (J9 ou 
J15) nécessite une dose de 125 mg/1 
pour réduire très fortement 1' embryo-
gènèse (fig. 2). 
Lors des expériences de transforma-
tion génétique par Agrobacterium 
tumefaciens, il est nécessaire d'utiliser 
un agent bactéricide ou bactériostati-
que non phytotoxique pour contrôler la 
bactérie. Le plus couramment utilisé 
est la céfotaxime. Des essais sont en 
cours afin de déterminer sa toxicité et 
de rechercher un éventuel effet anta-
goniste ou synergique de la kanamy-
cine comme chez la vigne (COLBY et 
MEREDITH, 1990). 
L'étude histologique de l 'embryoge-
nèse somatique sur disques foliaires de 
C arabica var. KF2.1 fait apparaître 
qu'à 10-12 jours de culture les cellu-
les embryogènes sont déjà présentes 
(GOFFLOT, 1989). Il serait donc 
possible de n'appliquer la kanamycine 
qu'à partir de cette date. Ces tests de 
sensibilité à la kanamycine sont une 
20 .. _ -.. ..... .. . 
concentration en kana1nycine (1ng/l) Figure 1 
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des étapes essentielles de la mise au 
point de tout nouveau système de 
transformation. 
La dose de 150 mg/l qui semble 
nécessaire à la sélection des ''transfor-
mants" résistants à la kanamycine est 
très élevée par rapport à celles décrites 
dans la littérature. De plus, d'autres 
expérimentations ont montré qu'il fal-
lait des doses de 300 à 500 mg/l-1 de 
kanamycine pour inhiber la germina-
tion des embryons zygotiques. Le 
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Figure 2 
COLBY S.M., MEREDITH C.P., 1990. Kanamycin sensitivity of cultured tissues of Vitis. Plant Cell Reports 
2(5) : 237-240. 
FILLATI J.J., SELLMER J., McCOWN B .• HAISSIG B., COMA! L., 1987.Agrobacterium mediated 
transformation and regeneration of Populus. Mol. Gen. Genet 206 : 192-199. 
GOFFLOT A., 1989. Contnbution à la multiplication végétative in vitro dans le genre Coffea. Mémoire log. 
Agronome, Univ. Louvain-la-Neuve, 156 p. 
JAMES D.J., PASSEY A.J., BARBARA D.J., BEY AN M., 1989. Genetie transformation of apple (Malus pumila
Mill.) using a disarmed Ti-binary vector. Plant Cell Reports 7: 658-661. 
McGRANAHAN G.H., LESLIE C.A., URATSU S.L., MARTIN S.A., DANDEKAR A.M .• 
1988.Agrobacterium mediated transformation of walnut somatic embryos and regeneration of transgenic plants. 
Bio/Technology 6 : 800-804. 
OWENS L.D .• 1979. Kanamycin promotes morphogenesis of plant tissues. Plant Sei. Lett. 16 : 225-230. 
POLLOCK K., BARFIELD D.G., SHIELD R., 1983. The toxicity of antibiotics to plant cell cultures. Plant Cell 
Reports 2 : 36-39. 
• SONDAHL M.R., LOH W.H.T., 1988. Coffee Biotechnology. In: Coffee : vol. 4 : Agronomy, ed by R.J. Clarke 
and R. Macrae. Elsevier Applied Science Publisher Ltd, London, pp. 235-262. 
YASUDA T., FUJII Y., YAMAGUSHI T., 1985. Embryogenic callus induction from Coffea arabica leaf explants 
by benzyladenine. Plant Cell Physiol. 26(3) : 595-597. 
Légende des figures
Figure 1. Influence de diverses doses de kanamycine sur l'embryogenèse somatique à différentes dates de repiquage(JO 
et J5). 
Figure 2. Influence de diverses doses de kanamycine sur l'embryogenèse somatique à différentes dates de repiquage (J9 
et Jl5). 
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La mise en culture d'anthères de 
Coffea canephora et de 1 'hybride ara-
busta (C canephora x C arabica) sur 
une séquence de 2 milieux différant 
par leur balance hormonale, conduit, 
après 120 jours, à l'obtention de 
structures morphologiquement analo-
gues à des embryons. 
Une étude histologique de ces structu-
res a montré (photo 1) qu'elles corres-
pondaient bien à la définition 
d'embryons somatiques : isolées, bien 
limitées par un épiderme, elles possè-
dent méristèmes racinaire et caulinaire 
ainsi que des cotylédons en cours de 
développement. La réactivité de leurs 
assises superficielles est l'indice d'un 
redémarrage de la callogcnèse obser-
vée lorsque les embryons formés sont 
maintenus sur le même milieu, empê-
chant ainsi leur gennination. 
Un examen systématique des anthères 
durant leur culture permet de suivre 
l'ontogenèse des embryons, et surtout 
de détenniner leur origine, somatique 
ou androgénétique. 
Dès les premiers jours de culture, les 
cellules périvasculaires du connectif 
de l'anthère se multiplient (photo 2). 
Elles sont à l'origine d'un cal compact 
rapidement mis en place dans lequel 
des cellules aux caractéristiques 
embryogènes sont observables en 
superficie au 12ème jour de culture. 
Mais ultérieurement clics se différen-
cient sans donner d'embryons. 
Au cours du temps, une partie de ce 
, cal compact devient friable. Des cellu-
les très différenciées, le plus souvent 
allongées, riches en réserves amyla-
cées, s'isolent à partir du 80èmc jour. 
Des massifs de cellules embryogènes 
s'organisent en embryons d'origine 
pluricellulaire dans la partie du cal 
restée compacte (photo 3). Simultané-
ment certaines cellules du cal friable 
se dédifférencient en cellules embryo-
gènes (photo 4) capables, sans doute, 
d'évoluer en embryons d'origine cette 
fois unicellulaire. Mais ce dernier 
processus n'a pas pu être observé, soit 
parce qu'il est très fugace et que les 
prélèvements réalisés sont trop espa-
cés dans le temps, soit parce qu'il est 
très peu fréquent et que la voie 
pluricellulaire dans les conditions de 
culture utilisées est favorisée. 
La fom1ation et l'évolution des cals 
est identique dans les anthères des 
deux espèces étudiées, mais celles de 
l'hybride réagissent le plus rapidement 
et fréquemment (15 à 18 %). 
Pendant toute la durée de la culture, 
les grains de pollen (photo 5) conser-
vent le même aspect et la même 
structure, aucun début de réactivation 
n'est observable. Les embryons for-
més sont donc bien tous d'origine 
somatique et ne proviennent nullement 
d'une réaction androgénétique. A notre 
connaissance, ASCANIO et ARCIA 
(1987) sont les seuls à faire état d'une 
réussite dans l'obtention et la germina-
tion d'embryons dihaploïdes androgé-
nétiques chez Coffea arabica
Chez le genre Coffea, l'embryogenèse 
somatique est relativement facile à 
obtenir dans différentes conditions 
physico-chimiques de culture (SON-
DAHL et SHARP, 1977 ; DUBLIN, 
1981, 1984 ; PIERSON et al, 1983 ; 
YASUDA et al, 1985) et avec plu-
sieurs types d'explants (fragments 
foliaires mais aussi téguments ovulai-
res (LANAUD, 1981) ou fragments 
de tige orthotrope (STARITSKY, 
1970). Il est donc intéressant de 
constater que les anthères constituent 
également un matériel capable de 
former des embryons somatiques. 
Toutefois les fragments foliaires, dont 
100 % réagissent dans tous les sché-
mas de culture, restent le matériel de 
choix pour l'obtention d'embryons 
somatiques. 
ASCANIO E.C.B., ARCIA M.M., 1987. Haploids from anther culture in 
Coffea arabica L. Intcrn. Congrcss of Plant tissue culture. Bogota. Abstracts,
p. 68. 
DUBLIN P., 1981. Embryogenèse somatique directe sur fragments de 
feuilles de caféier Arabusta Café, Cacao, Thé. XXV(4): 237-242. 
DUBLIN P., 1984. Techniques de reproduction végétative in vitro et 
amélioration génétique chez les caféiers cultivés. Café, Cacao, Thé. 
XXYIIT(4): 231-244. 
LANAUD C., 1981. Production de plantules de Coffea canephora par 
embryogenèse somatique réalisée à partir de cultures in vitro d'ovules. Café, 
Cacao, Thé. XXV(4): 231-236. 
PIERSON E.S., VAN LAMMEREN A.A.M., SCHEL J.H.N., 
STARITSKY G., 1983 . in vitro dcvelopmcnt of cmbryoïds from punchcd 
leaf dise of Coffea canepora Protoplasma 115(2-3): 208-216. 
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brasiliensis, 
1' embryogenèse somatique est 1 'une 
des voies possibles de micropropaga-
tion intéressante par son caractère 
rajeunissant assurant la mise en place 
d'un système racinaire juvénile et par 
son pouvoir de multiplication élevé. 
Le tégument interne de la graine 
immature (tissu maternel) est le seul 
expiant qui ait montré une certaine 
potentialité embryogène dans les 
conditions de culture testées (CAR-
RON, 1982). L'obtention d'embryons 
somatiques est actuellement systémati-
que, du moins pour certains clones 
(PB 260, GTl, PR 107, PB 235) (EL 
HADRAMI et al., 1989 ; 
MICHAUX-FERRIERE et CARRON, 
1989 ; AUBOIRON et 1990). 
Pourtant on ne peut considérer ce 
processus comme réellement maîtrisé 
dans la mesure où de nombreux 
embryons formés ont une structure 
anormale et restent incapables de 
germer. 
dans ces condition!i de culture présen-
tent en périphérie des cellules embryo-
gènes typiques rapport nucléoplasmi-
que élevé avec un nucléole toujours 
particulièrement volumineux et 
colorable par les colorants basiques et 
un cytoplasme plus ou moins dense 
renfermant des grains d 'amidon. 
Ces cals sont alors transférés sur un 
milieu qui diffère du précédent par sa 
composition hormonale (0,5 l de 
NOA et de BAP) et une teneur en 
sucre plus faible (20 g.I-1). Sur ce 
milieu, les cellules embryogènes s'iso-
lent dans un mucus polysaccharidique. 
Des divisions polarisées à l'intérieur 
de chacune d'elles (photo 1) les 
transforment en proembryons globulai-
res (photo 2) de 4, 8, 16 cellules avec 
des réserves amylacées qui diminuent 
au cours de leur développement. 
Seuls, quelques-uns de ces proem-
bryons acquièrent une symétrie bilaté-
rale et forment des cotylédons. La 
mise en place des méristèmes raci-
naire puis caulinaire donnant aux 
structures formées un statut de vérita-
ble embryon bipolaire ne se réalise 
Un suivi histologique de l'évolution du que pour un pourcentage réduit d'entre 
cal et de 1' ontogenèse des embryons a elles. Les embryons ainsi formés pro-
permis de préciser le moment au cours viennent de l'évolution d'une seule 
de la culture où sont initiées les cellule embryogène, ils ont une origine 
cellules embryogènes ainsi que l'ori- unicellulaire. 
gine des embryons. 
A. La formation d'embryons d'ori-
gine unicellulaire 
Les explants sont mis en culture sur 
un milieu de base contenant 80 g.l· 1 
de saccharose et 2 mg.1· 1 3,4-D et de 
BAP pendant 25 jours, puis repiqués 
sur un milieu de composition identi-
que. Au 40ème jour, les cals formés 
B. Les embryons d'origine pluri-
cellulaire 
Depuis 1987, tenant compte des résul-
tats antérieurement acquis, les condi-
tions de culture ont été modifiées. Le 
tégument interne de la graine imma-
ture est cultivé in vitro selon 3 
subcultures de 25 jours sur 3 milieux 
différant essentiellement par leur 
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teneur en saccharose, AgN03 et phy-
tohormones ; la concentration en 
substances de croissance est fortement 
diminuée dans le 2ème milieu. 
En fin de 1ère subculture, deux types 
de formation aux potentialités embryo-
gènes existent dans le cal formé. 
1. Des ensembles de cellules embryo-
gènes en cours d'isolement dont cer-
taines se sont recloisonnées. Ces petits 
proembryons sont constitués de quel-
ques cellules plus ou moins différen-
ciées, sans réserves amylacées mais 
dont certaines ont accumulé des com-
posés phénoliques. De tels proem-
bryons d'origine unicellulaire dégénè-
rent et ne s • observent plus dans les 
cultures plus âgées. 
2. En périphérie du cal d'aspect com-
pact, des massifs de cellules typique-
ment méristématiques et très actives 
s'isolent par la mise en place d 'une 
zone péridermique constituée de cellu-
les différenciées, riches en amidon. 
Au cours de la 2ème subculture, ces 
massifs deviennent plus nombreux sur 
les cals ; très actifs, ils grossissent. La 
zone péridermique se desquame alors 
et un véritable épiderme se forme, 
premier signe de la structuration d'un 
embryon au stade globulaire (photos 3 
et 4). Sur le cal, à la fin de la 2ème 
subculture, ces embryons, ici d'origine 
pluricellulaire, sont à différents degrés 
d'émergence. 
Une semaine après le repiquage sur le 
3ème milieu, ces ensembles présentent 
une véritable différenciation : procam-
bium, cortex, zone médullaire sont 
bien distincts (photo 5). Dans certains 
cas, les cotylédons sont en cours de 
formation. Cette différenciation 
s'accentue et le méristème racinaire 
s'individualise (photos 6 et 7). 
Beaucoup de ces embryons montrent 
des anomalies morphogénéti-
ques (structures jumelles ou triples 
(photo 8), cotylédons soudés, absence 
de mise en place du méristème cauli-
naire) et, dans les conditions actuelles 
de culture, seul un faible pourcentage 
d'entre eux est capable de germer. 
Les résultats obtenus au cours de ces 
dernières années montrent que, chez 
1 'hévéa, les embryons somatiques 
obtenus ont une origine uni ou pluri-
cellulaire : ce sont les conditions 
physico-chimiques de culture de 
l'expiant qui déterminent leur origine. 
Avec les premières conditions de 
culture définies les embryons formés, 
de façon aléatoire, étaient tous d'ori-
gine unicellulaire. Dans les conditions 
actuelles, cette voie unicellulaire ne 
peut s'accomplir et l'embryogenèse 
somatique se réalise par des ensem-
bles de cellules qui s'organisent en 
donnant de très nombreux embryons 
d'origine pluricellulaire. Quelle que 
soit leur origine, ces embryons présen-
tent des anomalies morphogénétiques. 
L'origine pluricellulaire rend le paral-
lèlisme entre embryogenèse somatique 
et zygotique beaucoup moins évident 
qu'avec une origine unicellulaire. 
L'isolement soit d'une cellule soit 
d'un territoire donné semble être dans 
les deux cas indispensable pour que le 
processus d'embryogenèse s'enclen-
che. 
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isolées en 
PAS-Hématoxyline. x 180. 
Photo 2. Proembryon globulaired'origine unicellulaire x 
Photos 3 et 4. Aspect morphologique et . histologique de proembyons
globulaires d'origine pluricellulaire formés,· le cal, C. PAS-N aphtol blue black. X 45 et X 115. 
Photo 7. Aspect histologique de l'eembryonde la figure6, cotylédon; me,
méristème . racinaire ; co, cortex ; m, moelle; SV, système provasculaire.
Photo & Histologie d'un mal co,formé mointrant sa
structure triple. m, moelle ; SV, système provasculaire PAS-Bleu de 
méthyl-Azur A. x 45. 
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